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First,ｔｈｅｅ丑bctsofa五thromycmonthee丑IuxofthePglycoprcteinsubstmtedoxombicinfiom
adriamycm-resistanthumanmyelOgenousleukemia［562/ADR)cellsoverexpressingPglycopICtemand
ontllebiliaryexcretionofdoxombicmmSDmtsexpressmgmultidmgresistance-associatedpmtein2
(MIp2)andEisaihyperbilirubinemicrats(ＨＢＲ)laCkingMIp2wereinvestigated、TYMesUltsftoImhe
fil目tstudiesrevealedthatazithromycininhibitsUle加阿伽eEHuxofdoxonlbicmfiomK56Z/ADRcellsma
dose-dependentmannerandtheinhibitorye鉦bctwasmuchweakerlllanthatofcycloSpolinA,ｂｕｔｗａｓ
ａｌｍｏｓｔｔｈｅｓａｍｅｔｏｔｈａｔｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｍａｎｄｔhatitinhibitstlle腕ＷｖＤｈ印atobiliaIyexclBtionof
doxombicmbythedmgtIanSpoIteI宮P-glycoprctemandMIpZn1epresentEndingssuggestthe
possibilitythatazithromycmissubstlatesfbrBglycoprotemandM]p2andinhibitsthehepatobiliaIy
excretionofdmgsthataIesubstlatesfbrPglycoProtemandMIp2・Azithromycmseemstoove1℃omeP-
glycoprotem-dependentanticancerdmgresistanceoftumors・
Second,1hecontributionofP-glyccproteｍａｎ｡/OrMIp2tolhediSpositionofazithromycmwas
mvestigatedmSDIzutsaｎｄＥＨＢＲ・Itwasfbundthatazilhromycmisactivelysecretedintothebileduct
andsmallintestine、CycloSpolinAdecreasedlhesystemiccleal日nceofazitllmmycmbydelayingthe
disappealancefiomplasmaanddecreasedlhesteadystatehepatObilialyclealanceofazithlomycminSD
mtsａｎｄＥＨＢＲ・PIdreatmentwithelythmmycindidnotchangetheplasmaconcentmtionsandsystemic
clearanceofa五thromycm・CyclosporinAandprObenecidinhibitordidnotaltertherenalclealanceand
tissuedistlibutionofazithlomycm．Ａ、胸ｓ伽closedloOpeDqDenmentsllowedthatazithlomycinis
secrctedintothesmallintestineandlllesecretlonwasinhibitedbythepIesenceofcyclosporinA・These
resultssuggesttllatazithromycmisasubstmtefbrPglycOpmteinandMIp2andthattllebiliaryand
intestinalexcretionofazithromycmismediatedlmtilesetwodrugtlanspolters、
ThesefindingsObtamedhomthepresentstudiesplovidefimllerinfbrmationthatchemotllelzlpyby
doxorubicinmcombmationwithazithlomycmcouldbeusefhlmoveICommgtlleP-glycoplctem-and/or
MIp2-dependentanticancerdmgresistanceoftumolg．AltllougllthedataObtainedmthisstudycannotbe
extIapolateddilBctlytohumans,ItmaysomeattentionsthatazithromycmisrequiredtoadjusMlledosage
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regimenWhenco-administeledwithdrugsthataresubstIatesfbrP-glycOplutemand/OrMrp2mpatients
withvariousbacterialmfbctions．．
薬物の生体膜輸送は吸収・分布・排泄に大きく影響を及ぼすが、その過程の多くにはトランスポーター
蛋白が関与しているといわれている。最近のトランスポーター蛋白の機能解析により、トランスポーター
は多岐にわたり、発現している臓器も様々であることが明らかにされている。その中で、胆管腔側細胞膜
や腎尿細管上皮細胞膜、小腸刷子縁膜、血獅図関門に発現し、薬物や生体内異物を排出するための輸送担
体であるＰ糖たんぱく質と多斉U耐性関連蛋白MIP2は薬物動態上きわめて重要な役割を果たしている。
主に呼吸器感染症の治療に用いられている１４員環マクロライド系抗生物質エリスロマイシンやクラリ
スロマイシンはCYP3A4の基質であり、かつ阻害薬でもある。また、ＰＬ糖たんぱく質の基質および阻害薬
でもあることが知られている。長谷川らは、マクロライド系抗生物質がＰと糖たんぱく質依存性の多剤耐性
を克服することをjﾉﾊ伽およびjl7w1joにて､またP-糖たんぱく質の基質である抗がん斉Ｉドキソルピシン、
キノロン系抗菌薬グレパフロキサシンの胆汁排泄能を低下させることを〃ｗ１ｊｏにて明らかにしている
凶"Z2cum”Ｒ直5.20:2827(2000)anddbubEn9D〃mmuJcD〃ｿhjXsioK29:167(2002)]。最近、１５員環マクロライド
系抗生物質であるアジスロマイシンが開発されたが、この抗生物質はヒトにおいて半減期が長く、組織へ
の移行性が良好で、細胞内滞留時間が長いため高い薬物濃度が維持されるという薬物動態学的特徴をもつ
とともに、肝薬物代謝酵素CYP3A4による代謝を受けることなく、主に未変化体として胆汁中に排泄され
るが、尿中にはほとんど排泄されないといわれている。また、この抗生物質の腸管吸収にＰ糖たんぱく質
が－部関与している可能性を示唆する臨床報告もあるが、この抗生物質がＢ糖たんぱく質あるいはＭＩＰ２
の基質であるか、また、その生体膜輸送にＰ糖たんぱく質あるいは他のトランスポーターが介在するか否
かは未だ明らかにされていない。
そこで著者は、第Ｈ１相解毒において最も重要な役割を果たしている薬物トランスポーターであるＰし糖
たんぱく質とＭ【ｐ２に着目し、アジスロマイシンの薬物トランスポーターの機能に及ぼす影響と生体膜輸
送機構について明らかにすることを目的として、第一に、Ｐ糖たんぱく質を過剰に発現しているアドリア
マイシン耐性の慢性骨髄性白血病細胞CG62ﾉADR)を用いてアジスロマイシンのＰＬ糖たんぱく質の機能に
及ぼす影響と、ＦキソルピシンのＰ－糖たんぱく質介在性の胆iLI排泄能に及ぼすアジスロマイシンの影響に
ついてMrp2を発現しているＳＤラットおよびMIp2を遺伝的に欠損しているエーザイ高ピリルピン血症ラ
ットにHBR)を用いて検討した。第二に、アジスロマイシンの体内動態特性を明らかにすることに加え、ア
ジスロマイシンの胆iLI-排泄、腎排泄、小腸分泌および組織分布に対するＰ糖たんぱく質あるいはＭＩｐＺの
関与についてＳＤラットおよびＥｍ３Ｒを用いて検討した。
アドリアマイシン耐性のＫ562/ADR細胞内へのドキソルピシンの取り込みに及ぼすアジスロマイシンの
影響について検討したところ、アジスロマイシンおよびドキソルピシンはＫ562/ADR細胞に発現している
P糖たんぱく質の発現量に影響を与えないことをWestemblot解析により確認した。また、アジスロマイ
シンはＰ糖たんぱく質の機能を阻害することによりＦキソルピシンの細胞内濃度を濃度依存的に上昇させ
ること、その阻害作用はシクロスポリンＡよりも弱いものの、エリスロマイシンと同程度であることが明
らかになった。ドキソルピシンのＰ糖たんぱく質を介する胆汁排泄能に及ぼすアジスロマイシンの影響に
ついてＳＤラットおよび已肥Ｒを用いて検討したところ、アジスロマイシンはＦキソルビシンの胆Hif-掴髄
クリアランス(CLBILE)をいずれのラットにおいても有意に低下させた。これらの結果は、アジスロマイシン
がＰ糖たんぱく質の機能を阻害することによって抗がん薬の細胞外への排出を抑制することを示唆してい
る。また、抗がん剤多剤耐性克服薬としての可能性をも示唆するものである。
次に、アジスロマイシンの体内動態における薬物トランスポーターの関与についてＳＤラットおよび
E田Ｒを用いて検討した。シクロスポリンＡはアジスロマイシンの血漿中からの消失を遅延させたが、エ
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リスロマイシンの前投与では変化が認められなかった。この結果は、シクロスポリンＡが各組織に存在す
るＰ糖たんぱく質の機能を阻害することによってアジスロマイシンの排泄を抑制していることを示唆する
ものである。そこで、アジスロマイシンの体内動態特性を明らかにするために、定常状態における胆汁排
泄および腎排泄挙動を検討した。その結果、アジスロマイシンの腎クリアランス(CLR)は胆汁クリアランス
(CLB1LE)の約1.5倍大きく、またCLRとCLBLEの和は全身クリアランス(CLsYs)の西％にとどまった。この結
果は、アジスロマイシンが胆汁排泄および腎排泄以外に、他の排泄経路によって排泄されている可能性を
示唆するものである６－方、アジスロマイシンのCLR値が糸球体濾過速度値とよく一致したことから、ア
ジスロマイシンは尿細管から分泌されることなく、主に糸球体から濾過され、その一部が尿細管から再吸
収される可能性があることが示唆された。
アジスロマイシンの胆汁排泄および腎排泄におけるＰ-糖たんぱく質の寄与についてシクロスポリンＡ
を用いてi〃ＶＭ)阻害実験を行ったところ、シクロスポリンＡはアジスロマイシンのCLBILEを９３%低下さ
せた。この結果は、アジスロマイシンの胆汁排泄がＰ糖たんぱく質を介した輸送であることを示唆するも
のである。一方、シクロスポリンＡはアジスロマイシンのｑＲを変化させなかった。この結果は、腎尿細
管上皮細胞にＰ糖たんぱく質が存在していることを考え合わせると、アジスロマイシンは尿細管から分泌
されないとする結果を支持するものである。Ｍｒｐ２は主に肝臓、腎臓、小腸に存在し、Ｐ糖たんぱく質の
ように薬物の排出ポンプ機能を有する。この機能はシクロスポリンＡの高用量によって阻害されるとの報
告がある。したがって、シクロスポリンＡはＭＩｐ２を阻害することによってアジスロマイシンのＭ【p２介
在性胆＃十排泄をも阻害した可能性が考えられるので、アジスロマイシンの胆i`|排泄に対するＭＩｐ２の関与
についてＭｒｐ２を含む有機アニオントランスポーターの阻害薬であるプロペネシドを用いてi〃１Ｗ。阻害実
験を行った。その結果、プロペネシ腹はアジスロマイシンのCLBLEを約６０％低下させたが、シクロスポリ
ンＡと同様にCLRには有意な変化を与えなかった。このことから、アジスロマイシンの胆汁排泄機構に
MIp2が関与していることが示唆された。さらに、アジスロマイシンの胆汁排泄機構に対するMIp2の関与
を立証するために、ＥＩｍＲを用いて胆!L+クリアランス実験を行った。その結果、Ｈ田Ｒにおけるアジスロ
マイシンの胆汁排泄率が正常ＳＤラットの約６０％に低下したことから、アジスロマイシンの胆汁排泄に
Mrp2が－部関与していることが明らかとなった｡本研究により、アジスロマイシンの胆汁排泄機構にＭｐ２
が介在することが初めて立証された。Ｂ糖たんぱく質は主に脂溶性の高い有機カチオン性薬物を輸送する
ことが知られている。アジスロマイシンは有機カチオン性薬物に分類されるので、理論的にはＭｐｚに認
識されないと考えられるが、本研究ではアジスロマイシンがＰ－糖たんぱく質および町｡Zによって認識さ
れることが明らかになった。このことから、ＭＩＰ２はＰ糖たんぱく質と同様に基質特異性が低いこと、ま
たＰ糖たんぱく質の基質とMIp2の基質はオーバーラップすることが示唆された。
Ｐ-糖たんぱく質とＭｐｚは小腸刷子縁膜にも存在し、基質薬物の小腸から血管側への吸収と血管側から
小腸への排出を制御している。アジスロマイシンはＰ糖たんぱく質によって消化管吸収が制御されている
可能性が示唆されているが、〃７１Ｗoでの証明はない。そこで、アジスロマイシンがPL糖たんぱく質を介し
て小腸に分泌されるか否かについてj〃wvo小腸ループ法を用いて検討を加えた。その結果、アジスロマイ
シンが小腸に分泌されること、その小腸分泌クリアランスは胆汁クリアランスおよび腎クリアランスより
も小さいこと、アジスロマイシンの小腸分泌クリアランスがシクロスポリンＡ存在下において著しく低下
することが明らかになった。このことから、アジスロマイシンはＰＬ糖たんぱく質を介して小腸に分泌され
ることがmWoで立証された。アジスロマイシンのバイオアベイラビリティが約37％と低いことがヒトで
報告されているが、小腸ループ実験の結果より、アジスロマイシンのバイオアベイラビリティが低い原因
は小腸に存在するＰ糖たんぱく質あるいはＭｐ２がアジスロマイシンの小腸からの吸収を制限している可
能性が考えられる。
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本研究により、第一に、アジスロマイシンは抗がん剤多剤耐Ｉ生がん細胞(K562/ADR)に過剰に発現してい
るＰ－糖たんぱく質の発現量に変化を与えることなく、その機能を阻害することによってドキソルピシンの
K562/ADR細胞内濃度を濃度依存的に増加させるが､その阻害作用はシクロスポリンＡよりも弱いものの、
マクロライド系抗生物質エリスロマイシンと同程度であること、またアジスロマイシンはドキソルピシン
の胆汁排泄クリアランスをＳＤラットおよびＨＢＲのいずれにおいても低下させることが明らかとなった。
第二に、アジスロマイシンの排泄過程は胆汁排泄、箸排泄および小腸分泌からなること、その胆汁#鮒と
小腸分泌にはＰ糖たんぱく質およびＭ【ｐ２の薬物トランスポーターが関与し、腎排泄には関与していない
ことが明らかとなった。アジスロマイシンはヒトにおいて主に胆汁中に排泄されることを考慮すると、Ｐ
糖蛋白質あるいはＭＩｐ２の基質と併用する場合には、併用薬との相互作用に留意する必要がある。このよ
うに、本研究で得られた結果は、感染症患者あるいはがん患者に対する適正な薬物療法を行うための有用
な情報を提供するものである。
学位論文審査結果の要旨
エリスロマイシンやクラリスロマイシンなどの１４員環系マクロライド系抗生物質の薬物代謝酵素活性と
薬物トランスポーターの機能に及ぼす影響についてはよく知られているが《最近臨床使用されるようになっ
た１５員環系マクロライド系抗生物質アジスロマイシンについては未だ明らかにされていない。本論文では、
アジスロマイシンの薬物トランスポーターの機能に及ぼす影響とその生体膜輸送機構についてｉ〃〃ｊ的およ
び』〃”ｏにて検討し、以下のような知見を得た。
(1)アジスロマイシンは多剤耐性がん細胞（K562/ADR）に過剰に発現しているＰ糖たんぱく質の発現量
に変化を与えることなく、その機能を阻害することによってドキソルビシンのＫ562/ＡＤＲ細胞内濃度
を濃度依存的に増加きせるが、その阻害作用はシクロスポリンよりも弱いものの、マクロライド系抗生
物質エリスロマイシンと同程度であること。
(2)アジスロマイシンは肝胆管腔側細胞膜にＭｒｐ２を発現しているＳＤラットおよびＭｒｐ２が遺伝的に欠損
しているエーザイ高ビリルビン血症ラット（EHBR）におけるドキソルピシンの胆汁排泄クリアランス
を低下させること。
(3)アジスロマイシンは胆管および小腸に能動的に分泌されるが、その腎排泄における尿細管分泌の寄与は
ないこと。またシクロスポリンおよびプロベネシドはアジスロマイシンの胆汁排泄クリアランスを有意
に低下させるが、腎クリアランスおよび組織移行性に影響を与えないこと。
(4)アジスロマイシンの胆汁排泄量はＳＤラットに比してＥＨＢＲにおいて有意に低下すること、また、ア
ジスロマイシンは小腸に分泌ざれ汀その分泌はシクロスポリンによって阻害されること。
以上の結果は、アジスロマイシンの薬物トランスポーターに及ぼす影響と本薬物の生体膜輸送機構につい
て明らかにしたものである。本研究の成果は、感染症患者への抗生物質の適正使用のための重要な基礎的知
見を提供するものであり、本論文は博士（薬学）論文に値すると判定した。
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